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SAŽETAK 
Utjecaj hipoksije na matične stanice oralne sluznice 
Dražen Juraj Petrović 
 Iako je klinička praksa pokazala kako opsežne ozljede oralne sluznice često 
zaraštavaju bez ožiljka, čak i kada zahvaćaju bazalnu laminu, razlog ove pojave nije 
dugo bio objašnjen. Jedan od osnovnih uzroka brze obnove bi mogla biti nedavno 
otkrivena populacija visoko potentnih matičnih stanica sluznice usne šupljine. Ove 
multipotentne stanice pokazale su veliki potencijal diferencijacije u brojna tkiva, što 
predstavlja značajnu osnovu za potencijalnu terapijsku primjenu. Njihovo podrijetlo iz 
neuralnog grebena čini ih etički vrlo prihvatljivim izvorom za matične stanice koje se 
mogu diferencirati u neurone. Cilj ovoga istraživanja bio je odrediti utjecaj hipoksije 
na matične stanice oralne sluznice. Pokazali smo kako stanice izražavaju biljege 
matičnosti, a izlaganje ovih stanica hipoksiji rezultiralo je smanjenom aktivnosti 
biljega OCT4 i Sox2. U atmosferskom kisiku nestin je bio distribuiran u citoplazmi i 
jezgri stanice, no prilikom hipoksije nestin pokazuje tedenciju redistribucije u jezgru.  
Ključne riječi: matične stanice oralne sluznice, diferencijacija, neuralni greben, 
hipoksija, oksidativni stres 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
Influence of hypoxia on oral mucosa stem cells 
Dražen Juraj Petrović 
 Although clinical practice has shown that extensive oral mucosal injury often 
heals without scarring, even when the basal lamina is affected, the cause of this 
phenomenon has not been well documented. The main cause of this rapid recovery 
is today considered to be the existence of a recently discovered population of highly 
potent stem cells of the oral cavity. These multipotent cells have shown a huge 
potential for differentiation into numerous tissues, offering significant therapeutic 
potential. Their neural crest origin makes them an ethically acceptable source for 
stem cells that can be differentiated into neurons. The aim of this study was to 
determine the effect of hypoxia on stem cells of the oral mucosa. We have shown 
that cell express stemness markers, however, exposure of these cells to hypoxia 
resulted in reduced expression of OCT4 and Sox2 markers. In the atmospheric 
oxygen nestin was distributed in the cytoplasm and the nucleus of the cell, yet in 
hypoxia nestin shows tendency to redistribute in the nucleus.  
Key words: oral mucosa stem cells, differentiation, neural crest, hypoxia, oxidative 
stress 
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1. UVOD 
1.1. Histologija usne šupljine 
 Usna šupljina je obložena mnogoslojnim pločastim epitelom, koji je uglavnom 
neorožen, iako može biti djelomično orožen, ovisno o lokaciji (1). Poput  stanica 
epidermisa, pločaste stanice površinskog sloja oralne sluznice se stalno ljušte i gube 
s površine. Za razliku od epidermisa, odljuštene stanice oralne sluznice zadržavaju 
svoju jezgru. Oroženi stanični slojevi otporni su na mehanička oštećenja i najbolje su 
razvijeni u žvačnoj sluznici gingive (desni) i na tvrdom nepcu. Lamina propria u ovim 
područjima leži izravno na periostu podležeće kosti. Neoroženi pločasti epitel 
prevladava u sluznici koja oblaže meko nepce, obraz, dno usta i ždrijelo, testražnje 
područje usne šupljine koja vodi do jednjaka (1). Istraživanja su ukazala na prisutnost 
multipotentnih praroditeljskih (progenitor) stanica u vezivnom tkivu desni (2). Ovakve 
multipotentne stanice imaju sposbnost diferencijacije u osteoblaste, hondrocite i 
adipocite (2,3). 
1.2. Neuralni greben 
 Neuralni greben razvija se prilikom neurulacije zametka kada se neuralni 
nabori izdižu i zatvaraju neuralnu cijev. Neposredno prije zatvaranja neuralne cijevi, 
sa ovoga ruba odvaja se posebna skupina stanica nazvanih stanice neuralnog 
grebena (NCC - neural crest cells). Prilikom aktivne migracije u podležeći mezoderm, 
ove stanice prolaze kroz epitelno-mezenhimsku tranziciju. Zatvaranjem neuralne 
cijevi, stanice neuralnog grebena iz područja trupa migriraju u dva smjera: 1. dorzalni 
put kroz dermis, gdje ulaze u ektoderm i diferenciraju se u melanocite kože i folikula 
dlake; te 2. ventralni put kroz prednju polovicu svakog somita nakon čega se 
diferenciraju u osjetne ganglije, simpatičke i crijevne neurone, Schwannove stanice i 
stanice srži nadbubrežne žlijezde. Stanice neuralnog grebena migriraju iz kranijalnog 
djela zametka neposredno prije zatvaranja neuralne cijevi. Ove stanice doprinose 
razvoju kraniofacijalnog kostura, a iz njih se razvijaju i neuroni za kranijalne ganglije, 
glija stanice, melanocite, keratinocite oralne mukoze, podležeće fibroblaste i brojne 
druge stanice (4,5). 
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1.3. Matične stanice 
1.3.1. Pojmovi vezani uz matičnost 
 Totipotencija (lat. totipotentia - sposobnost za sve [stvari]) je sposobnost 
jedne stanice da se dijeli i stvori sve diferencirane stanice u organizmu. Zigota, 
oplođena jajna stanica, predstavlja totipotentnu stanicu iz koje se može razviti cijeli 
organizam. Kako se razvoj odvija, stanice ranog embrija umnožavaju se i 
diferenciraju u prve dvije linije, pluripotentnu unutarnju staničnu masu i trofoektoderm 
(6). Pluripotencija (lat. pluripotentia - sposobnost za mnogo [stvari]) odnosi se na 
matičnu stanicu koja ima potencijal diferencirati se u bilo koji od tri zametna listića. 
Multipotencija opisuje progenitorske stanice (PC) koje imaju potencijal aktivacije 
gena za diferencijaciju u specfične tipove stanica. Inducirana pluripotencija je 
umjetno postignut proces kojime se diferencirana stanica dediferencira u 
pluripotentnu stanicu za što su Yamanaka i Gurdon 2012. dobili Nobelovu nagradu 
(7). 
1.3.2. Podjela i raznolikost matičnih stanica 
 Matične stanice su stanice koje se mogu diferencirati u druge tipove stanica. 
Imaju sposobnost samoobnavljanja, proces kojim se matična stanica dijeli kako bi 
proizvela više matičnih stanica (8). U sisavaca postoje dvije vrste matičnih stanica: 
embrionalne matične stanice, koje su izolirane iz unutarnje stanične mase blastocista 
u ranom embrionalnom razvoju i odrasle matične stanice, koje se nalaze u različitim 
tkivima potpuno razvijenih sisavaca.       
 Embrionalne matične stanice (ES) su stanice koje imaju sposobnost 
neograničenog rasta odnosno stanične diobe i sposobnost diferencijacije u stanice 
svih triju zametnih listića. Mogu se izolirati iz unutarnje stanične mase (ICM - Inner 
cell mass) odnosno embrioblasta blastociste sisavaca (9,10). 
 Postoje brojne vrste odraslih matičnih stanica:  
 Hematopoetske matične stanice iz kojih se razvijaju: crvene krvne stanice, B 
limfociti, T limfociti, prirodne stanice ubojice (NK stanice), neutrofili, bazofili, 
eozinofili, monociti i makrofazi (11). 
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 Neuralne (živčane) matične stanice u mozgu kao progenitori za tri glavne vrste 
stanica: živčane stanice (neurone) i dvije kategorije ne-neuronskih stanica - 
astrocite i oligodendrocite (11). 
 Epitelne matične stanice u sluznici probavnog trakta, prisutne su u dnu 
Lieberkϋhnovih kripta i stanice su progenitori iz kojih se razvijaju tri vrste 
diferenciranih epitelnih stanica: apsorpcijski enterociti, vrčaste stanice koje 
izlučuju sluz i enteroendokrine stanice koje luče hormone (12). 
 Matične stanice dojke pružaju izvor stanica za rast mliječne žlijezde tijekom 
puberteta i trudnoće i igraju važnu ulogu u karcinogenezi dojke (13). 
 Matične stanice kože nalaze se u bazalnom sloju epidermisa i na dnu folikula 
kose. Epidermalne matične stanice izvor su za diobu keratinocita, koji 
migriraju na površinu kože i tvore zaštitni sloj. Iz folikularnih matičnih stanica 
mogu se razviti i folikul dlake i epidermis (11). 
 Mezenhimske matične stanice prisutne u mnogim tkivima. U koštanoj srži 
prisutna su dva tipa stanica: stromalne matične stanice koštane srži i skeletne 
matične stanice. Iz tih progenitorskih stanica razvijaju se koštane stanice 
(osteoblasti i osteociti), stanice hrskavice (hondrociti), masne stanice 
(adipociti) i stanice strome koje podržavaju razvoj ostalih krvnih stanica.  
 
1.3.3. Matične stanice epidermisa i oralne sluznice 
 Matične stanice epidermisa se nalaze u bazalnom sloju. U normalnim uvjetima 
bazalni sloj epidermisa sadrži 1-10% matičnih keratinocita, 50% tranzitornih stanica 
(TA - transit amplifying) i 40% postmitotički diferencirajućih stanica u ranoj fazi 
keratinizacije. Orožnjavanje ili keratinizacija je proces odvajanja bazalnih stanica od 
bazalne lamine nakon čega slijedi njihova migracija prema površini epidermisa (14). 
A. Webb i suradnici razvili su metodu kojom se pomoću protočne citometrije mogu 
razdvojiti i razlikovati matične stanice kože od tranzitnornihi potpuno diferenciranih 
keratinocita. Kako bi razlikovali te stanice su koristili protutijela usmjerena na markere 
stanične membrane integrina α6 i receptora transferina (CD71) (15). Pomoću ovoga 
saznanja B. Calenic i suradnici ukazali su na prisutnost navedenih markera i u 
bazalnom sloju oralne sluznice pomoću tehnologije magnetskih mikročestica (16). 
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1.3.4. Biljezi matičnih stanica 
 Multipotentne mezenhimske stromalne stanice (MSC) privukle su veliki interes 
istraživača u brojnim biomedicinskim područjima. Međutim, istraživači objavljuju 
studije MSC-a koristeći različite metode izolacije i ekspanzije, te različite pristupe 
karakteriziranju stanica. Stoga je sve teže uspoređivati ishode studija, što ometa 
napredak na ovom području. S ciljem rješavanja ovakvog problema, Odbor 
mezenhimskih i tkivnih matičnih stanica Međunarodnog društva za staničnu terapiju 
(International Society for Cellular Therapy - ISCT) 2006. godine predložio je 
minimalne kriterije za definiranje ljudskih MSC. Prvo, MSC mora biti adherirana na 
plastičnu podlogu kada se održava u standardnim uvjetima kulture. Drugo, MSC 
mora izražavati površinske molekule CD73, CD90 i CD105, a ne smije izražavati 
CD45, CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD19 i HLA-DR. Treće, MSC se mora moći 
diferencirati u osteoblaste, adipocite i hondroblaste in vitro (17).     
 Fibroblasti i MSC se ne mogu razlikovati na temelju morfologije, biljega 
površine stanice, potencijala diferencijacije ili imunomodulatornih svojstava.          
R.A. Denu i suradnici testirali su fibroblaste koji su bili pozitivni na CD73, CD90 i 
CD105, a negativni na CD14, CD34, CD45, CD19; i HLA-DR, gotovo identično kao i 
MSC-ovi. Također, analizom dodatnih biljega koji su karakteristični za MSC-ove, ali 
nisu dio konsenzusnih kriterija ISCT-a, otkrili su da su svi fibroblasti pozitivni na 
CD29 i CD44, a negativni na CD31, slično kao MSC. Njihovi rezultati impliciraju da su 
MSC-ovi i fibroblasti vrlo slični, a vjerojatno i posve isti tip stanice (18).  
 Neke studije sugeriraju kako bi odentifikacija i eliminacija fibroblasta iz MSC 
kultura značajno poboljšala prinos MSC-a i potencijal diferencijacije te također 
spriječila nastanak tumora nakon transplantacije MSC-ova. S. Halfon i suradnici 
pokazali su da se markeri koji se trenutno koriste za definiranje MSC protočnom 
citometrijom, kao što su CD105, CD166, CD90, CD44, CD29, CD73 i CD9, također 
izražavaju na fibroblastima ljudske kože i fibroblastima pluća. Međutim, razina 
ekspresije CD166 bila je značajno viša, a CD9 značajno manja u MSC-ova nego u 
fibroblastima. CD146 specfičan je samo za MSC-ove. RT-PCR potvrdio je da je 
ekspresija CD106, integrina alfa 11 i inzulinu sličan faktor rasta-2 u MSC-ima bila 10 
puta veća nego u fibroblasta; dok je izražavanje MMP1 i MMP3 bila je gotovo 100 
puta niža u odnosu na fibroblaste (19). 
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1.3.4.1. Biljezi progenitorskih stanica 
 Matične stanice odnosno stanice progenitori nalaze se u bazalnom sloju 
epitela (epidermis, oralna sluznica). Zbog njihovog terapijskog potencijala postojao je 
veliki interes da se ove bazalne stanice izoliraju.     
 Za izolaciju progenitorskih stanica iz epidermisa kože razvijena je posebna 
metoda diferencijalne adhezije na proteine ECM. Metoda diferencijalne adhezije je 
bazirana na tretiranju petrijevih plastičnih posudica zasebno kolagenom tipa IV, 
fibronektinom, lamininom ili ekstracelularnim matriksom proizvedenim od samih 
keratinocita. Jones i suradnici su pokazali da je maksimalno povećanje u sposobnosti 
formiranja kolonija (CFE - colony forming efficiency) 5.5 puta veće u stanica 
adheriranih na kolagen tipa 4 unutar 20 minuta u odnosu na kontrolu. Stanice koje su 
se adherirale na fibronektin unutar 5 minuta imaju tek 2 puta veću CFE, a stanice 
adherirane na laminin nemaju veću sposobnost formiranja kolonija. Zanimljivo je da 
stanice adherirane na ekstracelularni matriks keratinocita nakon 10 minuta imaju 4 
puta veću sposobnost formiranja kolonija (20).      
 Davies i suradnici su puta prikazali izolaciju i karakterizaciju nove skupine 
progenitorskih stanica koje se nalaze u lamini propriji oralne sluznice (OMLP) (5). 
Progenitorske stanice (PC) pouzdano su izolirane iz OMLP diferencijalnom 
adhezijom na fibronektin. Izolirane kolonije koje potječu iz jedne stanice pokazale su 
brzu početnu fazu proliferacije, više od 50 udvostručenja populacije (PD) prije ulaska 
u stanično starenje (senescence). Ovi podaci su poduprijeti ekspresijom aktivne 
telomeraze unutar razvijajuće kolonije i ekspandiranih klonova kao što je procijenjeno 
imunocitokemijom (ICC) i protokolom kvantitativnog telomernog ponavljanja (Q-
TRAP). FACS analiza odnosno protočni citometar potvrdio je ekspresiju markera 
matičnih stanica CD44, CD90, CD105 i CD166, ali i negativitet CD34 i CD45 što 
isključuje hematopoetsko podrijetlo za ove progenitore. Porijeklo neuralnog grebena 
potvrđeno je povećanom učinkovitošću stvaranja kolonija (CFE) u prisutnosti 
Jaggeda 1 i ekspresiji neuralnih markera Nestina, β-III tubulina, GFAP-a i NFM. 
Dokazani su i markeri Schwannovih stanica S100 i MPB pomoću imunocitokemije 
ICC-a i Western blotta. Multipotentnost ove nove progenitorske populacije pokazana 
je diferencijacijom stanica prema mezenhimu (hondrociti, osteoblasti i adipociti) i 
prema neuralnom tkivu (neuroni i Schwannove stanice) (5). Ljudski fibroblasti oralne 
sluznice (hOMF) pozitivni su na biljege neuralnog grebena CD56 i PDGFRα (21).
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 Enoch i sur. pokazali su da fibroblasti dobiveni iz OMLP ostvaruju 80–115 
totalnih staničnih udvostručenja (CPD) prije staničnog starenja, dok su odgovarajući 
upareni kožni fibroblasti istog donora ostvarili samo 40-65 CPD-a. Ovako povećani 
kapacitet samoobnavljanja OMLP-fibroblasta neovisan je o telomerazi (upitno zbog 
neobjavljenih podataka i u sukobu s naknadno objavljenim rezultatima), ali je bio 
povezan s povećanom duljinom telomera u odnosu na kožne fibroblaste. Navedeni 
rezultati sugeriraju da OMPL fibroblasti posjeduju inherentni mehanizmima koji 
održava duljinu telomera (22).         
 B. Calenic i suradnici razvili su metodu za međusobno razlikovanje matičnih 
bazalnih stanica od tranzitnornih stanicate od diferenciranih keratinocita u ljudskoj 
oralnoj sluznici (tri različite subpopulacije stanica). Za to je korištena tehnologija 
magnetskih mikročestica vezanih na protutijela. Stanice su razdvojene upotrebom 
markera povezanog s proliferacijom, CD71 i α6β4 integrina. Tri različite 
subpopulacije oralnih keratinocita dobivene su nakon magnetske separacije: α6β4 
pozitivno CD71 negativno, α6β4 pozitivno CD71 pozitivno i α6β4negativno (16). 
Frakcija matičnih stanica pozitivnih na α6β4, ali negativnih na CD71 bila je pozitivna 
za Oct 3/4, CD44H i citokeratin 19 dok je uočen izostanak ekspresije Nanog, Nestina 
i CD117. Druge dvije frakcije stanica α6β4pos CD71pos i a6β4neg bile su negativne 
za sve markere matičnih stanica. Također, α6β4 pozitivna CD71 negativna frakcija 
bila je u stanju regenerirati dobro stratificiran i organizirani ekvivalent oralnog epitela. 
Distribucija citokeratina 19 i involukrina u ekvivalentu oralnog epitela odražava stanje 
in vivo oralnog gingivalnog epitela (23). Α6β4 integrin kao sastavni dio 
hemidesmosoma ima ključnu ulogu u vezanju laminina-5 (laminin-332) u bazalnoj 
lamini, a eksprimiran je isključivo na površini bazalnih keratinocita (24).  
 S. Pitaru i suradnici jednostavno su i reproducibilno izolirali velik broj stanica iz 
uzorka oralne sluznice veličine 3–4x2x1 mm3 i nazvali ih matične stanice ljudske 
oralne sluznice (hOMSC) (25). Većina ovih stanica izražava mezenhimalne markere 
stromalnih stanica (CD29, CD73, CD90, CD105, CD166). Ove stanice imaju 
sposobnost diferencijacije prema svim trima zametnim listićima: mezodermu 
(osteoblasti, hondroblasti i adipocitni), definitivni endoderm i ektoderm (neuroni). 
Stanice pozitivne na markere matičnosti odnosno transkripcijske faktore Oct4 i Sox2 i 
za p75 formiraju strukturu nalik na vrpcu (cord-like) u tkivu izoliranom iz oralne 
sluznice. Budući da Nanog i nestin nisu identificirani u stanicama koje formiraju ove 
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stukture, moguće objašnjenje je da se njihova ekspresija pokreće ili u eksplantatu ili u 
stanicama koje napuštaju ovu strukturu i migriraju u podlogu za kulturu (25). 
1.3.5. Terapijske primjene matičnih stanica  
 Ljudske ES stanice imaju značajan terapijski potencijali za brojne bolesti, kao 
što je Parkinsonova bolest, ozljeda kralježnične moždine te Šećerna bolesti tipa 1 
(26). Međutim, postoje etičke poteškoće korištenja ljudskih zametaka, kao i problem 
odbacivanja tkiva nakon transplantacije u bolesnika. Jedan od načina zaobilaženja 
ovih problema je stvaranje pluripotentnih stanica izravno iz stanica pacijenata (7).
 Mezenhimske matične stanice (MSC) se mogu samoobnavljati i diferencirati u 
više staničnih linija. Trenutno se koštana srž smatra glavnim izvorom MSC-a. 
Međutim, postoje određeni nedostaci i ograničenja kod uporabe ovih stanica za 
staničnu terapiju. Ljudski MSC-ovi dobiveni iz tkiva gingive imaju nekoliko prednosti u 
odnosu na MSC-ove dobivene iz koštane srži. Gingivalni MSC-i lako se izoliraju, 
homogeni su i proliferiraju brže od MSC-a koštane srži bez ikakvog faktora rasta. 
Važno je i da gingivalni MSC-ovi pokazuju stabilnu morfologiju i ne gube 
karakteristiku MSC-a kod viših pasaža. Osim toga, MSC-ovi gingive održavaju 
normalni kariotip i stabilnu aktivnost telomeraze u dugoročnim kulturama, a nisu 
tumorigeni. Ljudska gingiva bolji je izvor MSC-a od koštane srži jer se veliki broj 
funkcionalno i klinički kompetentnih MSC-a može generirati u kratkom vremenu za 
staničnu terapiju u regenerativnoj medicini i tkivnom inženjerstvu (27). 
 Ljudski fibroblasti oralne sluznice (hOMF) su potencijalni stanični izvor za 
autolognu regeneraciju tkiva dobivenih iz mezenhima ili neuralnog grebena (21).
 S. Pitaru i sur. inducirali su diferencijaciju hOMSC u stanice koje pokazuju 
morfologiju sličnu astrocitima koje izražavaju karakteristične astrocitne markere. 
Navedeni markeri su glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP), S100b, transporter 
ekscitatorne aminokiseline 1 (EAAT1) i izlučeni neurotrofni faktori (NTF), kao što je 
neurotrofni faktor iz mozga (BDNF), faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF), 
neurotrofni faktor dobiven glijalnom staničnom linijom (GDNF) i inzulinu sličan faktor 
rasta 1 (IGF-1). Kondicionirani medij induciranih stanica spašava motorne neurone 
od hipoksije ili oksidativnog stresa in vitro, što upućuje na neuroprotektivi učinak 
posredovan izlučenim faktorima. Štakorima podvrgnutim ozljedama ishijadičnog 
živca, transplantirani su diferencirani hOMSC-ovi. Štakori modeli pokazali su 
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poboljšanu motoričku funkciju nakon transplantacije. Na mjestu presađivanja 
pronađene su transplantirane stanice, povišene razine NTF-a, te značajno očuvanje 
funkcionalnog neuromuskularnog spoja, što je dokazano kolokalizacijom α-
bungarotoksina (α-BTX) i sinaptofizina (SYP) (28).     
 S. Pitaru i suradnici 2014. godine prvi put opisuju diferencijaciju hOMSC  u 
stanice koje izlučuju dopamin. Ovako diferencirane stanice pozitivne su na 
neuronalne markere β-III tubulin (TUJ1), MAP2 i sinapsin s karakteristikama 
dopaminergičkih neurona (transkripcijski factori FoxA2, Lmx1A i Nurr1). Nakon 
usađivanja u striatum štakora modela za Parkinsonovu bolest dolazi do poboljšanje 
simptoma(29).          
 hOMSC pokazuju veliki potencijal u liječenju totalne transekcije kralježnične 
moždine. Stanice nasađene na 3D dizajnirani biorazgradivi konstrukt izgrađen od poli 
l-mliječne kiseline (PLLA) i polilaktične-glikolne kiseline (PLGA)  potaknute su da 
izlučuju faktore povezane s neuroprotekcijom, imunomodulacijom i aksonalnim 
produljenjem. Štakori sa implantiranim konstruktom tkivnog inženjeringa povratile su 
finu motoričku kontrolu, koordinaciju i hod (30).    
 Stromalne stanice koštane srži (MSCs) pokazuju sposobnost visoko učinkovite 
i specifične indukcije u stanice s neuronskim karakteristikama, bez diferencijacije u 
glija stanice. Indukcija MSC-ova štakora i čovjeka izvedena je pomoću transfekcije 
gena s Notch unutarstaničnom domenom (NICD) i naknadnim tretiranjem bFGF-om, 
forskolinom i cilijarnim neurotrofnim faktorm (CNF) (31). Ovako dobivene stanice 
nazvane su SB623 i trenutno su u kliničkim ispitivanjima. Radi se o otvorenoj studiji s 
jednom rukom (NCT01287936) koja je dizajnirana za procjenu sigurnosti i kliničkih 
ishoda. SB623 stanice stereotaktički su usađene na rub oštećenja nastalog usred 
moždanog udara u bolesnika s kroničnim motoričkim deficitom >6 mjeseci nakon 
početnog moždanog udara. Preliminarni 12-mjesečni privremeni podaci iz ove 
dvogodišnje studije pokazuju da su stanice SB623 bile sigurne i povezane s 
poboljšanjem kliničkog ishoda, ali nedostatak studije je izostanak randomizacije i 
nedostatak kontolne skupine (32). Faza 2b ove studije zvana Actissima, u kojoj se 
ispitala učinkovitost i sigurnost SB623 u 163 bolesnika s motoričkim deficitom 
povezan s kroničnim ishemijskim moždanim udarom, nije zadovoljila svoju primarnu 
završnu točku što znači da nema statistčki značajne razlike prema kontroli (33). 
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Vrhunski uspjeh terapije provedene matičnim stanicama postigao je talijanski tim pod 
vodstvom M. De Luca. Radilo se o sedmogodišnjem dječaku koji je bolovao od 
bulozne epidermolize (JEB) u kojeg je došlo do oštećenja preko 60% površine kože. 
Bolest je uzrokovana mutacijom gena LAMB3 što je ovaj tim uspio ispraviti. Sam 
proces bazirao se na biopsiji malog djela zdrave kože dječaka. Nakon uzgajanja 
autolognih holoklonova (progenitorske stanice) keratinocita, transfecirali su ih 
vektorom sa zdravim tipom LAMB3. Tako priređeni kerationiciti presađeni su na 
dječaka koji se danas smatra prvom osobom izlječenom od tako teške genetske 
bolesti (34). 
Rekonstrukcija okularne površine (OSR) uz korištenje kultiviranih slojeva epitelnih 
stanica oralne sluznice tkivnim inženjeringom (COMECS) obećavajući je novo 
razvijeni tretman za pacijente s teškim oštećenjem površine oka raznim bolestima 
(35). 
 
1.4. Hipoksija 
 
 Hipoksija (hypo- ( ispod )   oxygen   -ia) je pojam koji u doslovnom prijevodu 
znači smanjen kisik. Hipoksija se definira kao neuspjeh oksigenacije tkiva (36). 
Fiziološka koncentracija kisika u tkivu moždane kore štakora normalno iznosi od 2.5 
do 5.2% (19–40mmHg) (37). Ovakva koncentracija predstavlja hipoksiju za 
standardizirane uvjete uzgajanja stanica u kulturi atmosfere (kisik od oko 21%) 
sa 5% CO2.  
 Mezenhimalne matične stanice štakora (rMSC) uzgajane u uvjetima niskog 
kisika (5% O2), pokazuju veću sposobnost proliferacije i diferencijacije u odnosu na 
kontrolne stanice u atmosferskom kisiku (20% O2) (38). 
 Inkubacija ljudskih mezencefalnih prekursorskih stanica u 3% atmosferskom 
kisiku rezultirala je brojnijim staničnim diobama u odnosu na kisik prisutan u zraku 
(39). 
 X. Hu i suradnici kultivirali su mezenhimalne matične stanice iz transgeničnih 
miševa (sa zelenim fluorescentnim proteinom) u uvjetima normoksije ili hipoksije 
(0,5% kisika tijekom 24 sata). Prekondicioniranje u hipoksičnim uvjetima povećava 
ekspresiju faktora vezanih uz preživljenje i angiogenezu. Navedeni faktori su: faktor 1 
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induciran hipoksijom (HIF-1α), angiopoetin-1 (Ang-1), vaskularni endotel faktor rasta 
(VEGF) i njegov receptor, Flk-1, eritropoetin (EPO), Bcl-2 i Bcl-xL. Ovako 
prekondicionirane stanice pogodnije su za transplantaciju u ishemični miokard (40).  
 Izumi i sur. istražili su učinak hipoksije na potencijal proliferacije i fenotip 
primarne kulture ljudskih oralnih keratinocita uzgojenih pri parcijalnom tlaku 
atmosferskog kisika (20%) i u uvjetima hipoksije (2 i 0,5% O2). Smanjenje ekspresije 
p21WAF1 / CIP1 , p16INK4A te smanjen broj β-galaktozidaza pozitivnih stanica ukazalo je 
na miran (quiescent) fenotip, a ne na starenje (senescence) u hipoksičnih stanica. U 
usporedbi s normoksičnim stanicama, hipoksične stanice stvaraju značajno manje 
reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). U hipoksičnih stanica suprimirana je aktivnost 
ciljne molekule rapamicina u sisavaca (mTOR), a povećana ekspresija hipoksijom 
induciranog faktor-1α (HIF-1α) što upućuje na fenotip bazalnih stanica. Dakle, 
hipoksični uvjeti mogu održavati oralne keratinocite u nediferenciranom i mirnom 
stanju in vitro (41). 
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2. HIPOTEZA 
 
Hipoksija mijenja izražaj biljega matičnosti stanica izoliranih iz sluznice usne šupljine.  
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3. CILJEVI RADA 
 
Kako bi se testirala hipoteza postavljeni su sljedeći ciljevi rada: 
 
1. Izolirati stanice iz lamine proprije oralne sluznice. 
2. Istražiti matičnost izoliranih stanica. 
3. Istražiti promjenu izražaja biljega matičnosti u hipoksičnim uvjetima. 
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4. MATERIJALI I METODE 
4.1. Izolacija matičnih stanica sluznice usne šupljine 
 Matične stanice usne šupljine izolirane su od odraslih donora u starosti od 20 
do 44 godine prilikom operacije ostranjivanja umnjaka. Uzorak tkiva sluznice usne 
šupljine izrezan je nakon lokalne aplikacije lidokaina. Izolirani uzorak tkiva veličine je 
4x2x2 mm3. Nakon, uzimanja uzorka komadić tkiva premješten je u sterilnu petrijevu 
posudicu gdje je ispran medijem (DMEM). Komadići sluznice usne šupljine stavljeni 
su u otopinu dispaze (Dispase I, Sigma-Aldrich, D4818-2MG) (10 μl dispaze I 990 μl 
medija), na 4 ºC u tubici od 1,5 ml. Drugi dan se od tkiva sluznice usne supljine 
odvojio epitel, a ostatak tkiva, odnosno lamina propria se mehanički usitnila kirurškim 
škaricama te su se komadići premjestili u malu Petrijevu zdjelicu u medij sastavljen 
od: 2 ml low glucose DMEM (1mg/l of glucose), 1% Penicilin/Streptomicin, 1% L-
glutamin i 10% od FBS. Medij se mijenjao svakih 2-3 dana. Nakon 7-10 dana tkivo se 
zalijepilo za podlogu i stanice su počele izlaziti iz tkiva. Željene stanice smo odlijepili 
akutazom (StemPro®Acutase® Cell Dissociation Reagent, Gibco by life 
Technologies, A11105-01). Radi se o adheriranim stanicama koje se najprije isperu 
jednom s DPBS-om (2 ml), nakon toga smo dodali akutazu 8 min u inkubatoru (2 ml). 
Nakon 8 min stanice s akutazom se pokupe, te se stave nutralizirati u medij za 
neutralizaciju (low glucose DMEM koji mora biti minimalno duplo većeg volumena od 
same akutaze. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 200 g tokom 6 minuta. 
Supernatant se odstranjuje, preciptat se resuspenidira nakon čega se broje stanice i 
nasađuju u flasku (tretirana) u gustoći od 200 000 st po flasci u 15 ml medija.  
Pasaža se provodi kada stanice postignu konfluentnost od oko  80%. Pasažiranje se 
provodi većim volumenom akutaze (5 ml), a ispire se s 5 ml DPBS-a. Prvo se stanice 
isperu jednom s DPBS-om (5 ml), nakon toga doda se akutaza 8 min u inkubatoru (5 
ml). Nakon 8 min stanice s akutazom se pokupe, te se stave nutralizirati u medij za 
neutralizaciju (low glucose DMEM koji mora biti minimalno duplo većeg volumena od 
same akutaze. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 200 g tokom 6 minuta. 
Supernatant se odstranjuje, preciptat se resuspenidira nakon čega se broje stanice i 
nasađuju u flasku (tretirana) u gustoći od 200 000 st po boci u 15 ml medija. 
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4.2. Fiksacija stanica 
 Stakalca za fiksaciju su naprije bila potopljena u 70% etanolu 20 minuta, a 
nakon toga su bile pod UV svjetlom sat vremena. Nakon toga stakalca nisu posebno 
tretirana jer se zbog seruma u mediju stanica koji omogućava adheriranje hOMSC za 
stakalca. Nakon toga stanice su bile fiksirane 4% otopinom paraformaldehida kroz 10 
minuta. Nakon toga stanice su isprane tri puta sa DPBSom (engl. Dulbecco´s 
phosphate buffer saline, pH 7,4). Stanice ostaju u DPBS-u do provođenja 
imunocitokemije. 
4.3. Imunocitokemija 
 Fiksirane stanice isprane su četri puta po 10 minuta PBS-om te im je dodano 
500 μL otopine za permeabilizaciju 10-15 minuta (0,2% triton X-100 (Sigma, T8787-
100ML) u PBS-u). Nakon permeabilizacije ponovno je provedeno ispiranje stanica 
PBSom po 10 minuta. Blokiranje sa svrhom da se prekriju nespeifični epitopi 
provedeno je 3% magarećim serumom u PBS-u tokom jednog sata. Primarna 
protutijela u 3% magarećem serumu i PBS-u dodana su na stanice  te je ostavljeno u 
frižideru na  4 ºC preko noći°. Kao kontrola korišten je serum magarca bez primarnih 
protutijela. Primarna protutijela, podrijetlo, razrjeđenje i proizvođač, upotrijebljena u 
ovom istraživanju prikazana su u Tablici 1.      
 Drugi dan su primarna protutijela isprana PBS-om tri puta po 10 minuta. 
Nakon ispiranja primarnih protutijela na stanice je stavljena otopina sekundarnih 
protutijela u PBS-u  te su tako stanice inkubirane jedan sat na sobnoj temperaturi u 
zamračenoj prostoriji. Sekundarna protutijela, podrijetlo, razrjeđenje i proizvođač, 
upotrijebljena u ovom istraživanju prikazana su u Tablici 2. Nakon jednog sata, 
isprana su sekundarna protutijela, također tri puta po 10 minuta te je na stanice 
stavljena fluorescentna boja za jezgre, DAPI u koncentraciji 1:8000. Nakon deset 
minuta, DAPI je isprana, također tri puta po 10 minuta te su stanice poklopljene 
medijem za fluorescentno poklapanje (Dako Fluorescent Mounting Medium, S3023). 
Poklopljeni preparati, ostavljeni su u frižideru  4 ºC na sušenju do mikroskopiranja na 
EVOS FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific). 
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Tablica 1. Primarna protutijela upotrijebljena za imunocitokemiju. 
 
Tablica 2. Sekundarna protutijela upotrijebljena za imunohistokemiju i 
imunocitokemiju. 
Protutijelo Razrjeđenje Proizvođač 
Alexa Fluor 647 magarac anti-zec IgG 1:500 LifeTechologies (A31573) 
Alexa Fluor 647 magarac anti-miš IgG 1:500 LifeTechologies (A31571) 
Alexa Fluor 633 magarac anti-koza IgG 1:500 LifeTechologies (A21082) 
 
4.4. Hipoksija i deprivacija glukoze 
 Stanice su isprane DMEMom bez glukoze a zatim je isti medij staljen na njih. 
Nakon toga stanice su stavljene 3 sata na 0% kisika u na EVOS FL Auto Cell 
Imaging System (Thermo Fisher Scientific). Nakon provedene hipoksije, stanicama je 
vraćen normalni medij. 
 
 
 
 
 
 
Protutijelo  Podrijetlo Razrjeđenje Proizvođač 
Cleaved Caspase 3 Zec 1:400 Cell Signaling (#9661S) 
Sox2(D9b8N) Zec 1:400 Cell Signaling (#23064S) 
Oct-4 (D705Z) Miš 1:200 Cell Signaling (#75463S) 
Nestin (G-20) Koza 1:200 Santa Cruz (sc-21248) 
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5. REZULTATI 
5.1. Postupak izolacije je doveo do uspješno dobivene populacije oralnih 
matičnih stanica 
 Prvi rezultat ovog diplomskog rada bila je uspješna izolacija matičnih stanica 
oralne sluznice. Tkivo oralne sluznice (slika 1.) tretirali smo dispazom preko noći. 
Dispaza cijepa fibronektin i tip IV kolagena što ju čini idealnim enzimom za 
razgradnju bazalne lamine (42). Ovaj postupak omogućio je jednostavno odvajanje 
epitela od podležeće lamine propriae. Izdvojenu laminu propriu smo usitnili  kirurškim 
škaricama i koristili kao izvor matičnih stanica oralne sluznice. Komadići tkiva 
adherirali su na podlogu nakon 7-10 dana nakon čega su stanice počele migrirati iz 
tkiva na površinu Petrijeve zdjelice. Nakon otprilike 2 tjedna stanice su migrirale (slika 
2.) nakon čega smo ih odlijepili akutazom i koristili za daljnje pasažiranje i 
imunocitokemiju. 
     
Slika 1. Tkivo oralne sluznice. Bijela strelica pokazuje crveno tkivo lamine proprije 
korištene u pokusu. Crna strelica označava blijedo tkivo koje predstavlja epitel oralne 
sluznice. 
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Slika 2. Morfologija stanica koje su migrirale iz tkiva lamine proprije oralne sluznice. 
Stanice su adherirane uz brojne stanične izdanke. 
5.2. Matične stanice oralne sluznice izražavaju biljege OCT4, Sox2 i 
nestin  
U drugom dijelu diplomskog rada testirali smo odabrane markere Oct4, Sox2, nestin i 
Ccasp3, te smo promatrali je li hipoksija utječe na njihov izražaj.  
Bojanje na OCT4 u uvjetima normoksije je pokazalo umjereno slab signal (slika 3).  
  
Slika 3. Imunoobojenje stanica u atmosferskom kisiku na OCT4. Pokazuje prisutnost 
slabog signala. Imunobojenje sa OCT4 (crveno) (a) i protuboja s DAPI (b). Fazna 
slika istih stnica (c). Skala 100 μm. 
Bojanje na SOX2 u uvjetima normoksije pokazuje umjereno slab signal(slika 4). 
Bojanje na nestin, biljeg neuralnih matičnih stanica (43), pokazuje pozitivitet u 
citoplazmi kao i u jezgri svih stanica (slika 4 i 5).  
a b c 
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Slika 4. Imunoobojenje stanica u atmosferskom kisiku. Prisutan je slab signal SOX2 
(a, crveno) i jači signal nestina (b, crveno) u svim stanicama. DAPI plavom bojom 
obojane su jezgre Skala 100μm. 
  
Bojanje na pocijepanu kaspazu 3 (CCasp3) kao biljeg programirane stanične smrti 
apoptoze (44), pokazuje umjereno jak nuklearni signal te slabije obojenje citoplazme 
(slika 6). 
 
Slika 6. Imunoobojenje na CCasp3 pokazuje umjereno jak nuklearni te slabiji 
citoplazmatski signal. Imuno obojenje na DAPI (plavo)(a). Imuno obojenje na 
pocijepanu kaspazu 3 CCasp3 (crveno)(b). Skala 100 μm. 
a b 
a b 
Slika 5. Imunoobojenje stanica u atmosferskom 
kisiku. Imunoobojenje na Nestin (crveno) i 
protuboja DAPI (plavo)(b). Skala 10 μm. 
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5.3. Hipoksija djeluje na izražaj biljega OCT4, Sox2 i nestin u populaciji 
oralnih matičnih stanica    
 Kako bismo istražili kako hipoksija utječe na izražaj odabranih markera, 
stanice su izložene hipoksičnim uvjetima od 0% kisika bez glukoze u mediju.  
 U usporedbi s normoksijskim uvijetima, biljezi matičnosti OCT4 i SOX2 su 
pokazali potpun nedostatak signala.        
 U usporedbi s normoksijskim uvijetima, bojanje na nestin pokazuje signal 
prisutan gotovo isključivo u jezgri stanica (slika 7), dok je signal u citoplazmi mnogo 
slabiji nego je to bio slučaj kada smo stanice uzgajali u normoksijskim uvijetima. 
 U usporedbi s normoksijskim uvijetima, bojanje na pocijepanu kaspazu 3 
(CCasp3) pokazuje umjereno slab signal u jezgri stanica, te gotovo potpun 
nedostatak signala u citoplazmi (slika 8) 
 
Slika 7. Imunoobojenje stanica depriviranih glukozom u hipoksiji pokazuje primarno 
nuklearni signal nestina (crveno) . Skala 100 μm. 
 
a b 
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Slika 8. Imunoobojenje stanica depriviranih glukozom u anoksiji na DAPI i CCasp3 . 
Imuno obojenje na DAPI (plavo)(a). Imuno obojenje na pocijepanu kaspazu 3 
CCasp3 (crveno)(b). Skala 100 μm. 
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6. RASPRAVA 
 Osnovni cilj ove studije bio je utvrditi ima li razlike u izražaju biljega matičnosti 
OCT4 i Sox2 te nestina i CCasp3 u hipoksiji u odnosu na normoksiju. Kako bismo to 
ostvarili, dizajnirali smo pokus koji se sastojao od izolacije matičnih stanica iz lamine 
propriae oralne sluznice te izlaganje navedenih stanica hipoksiji i normoksiji. 
 Korištenjem protokola koji je uključivao tretiranje tkiva oralne sluznice 
dispazom te izdvajanjem tkiva laminae propriae s mogućnosti priljepljivanja istoga na 
podlogu, uspjeli smo izolirati matične stancie iz tkiva laminae propriae. Iako je 
postupak dugotrajan i zahtjeva period u kojem stanice spontano izlaze iz eksplantata, 
uspješnost je u našim rukama bila vrlo dobra.      
 Budući da smo htjeli istražiti kako hipoksija utječe na neke od glavnih gena koji 
reguliraju matičnost,odabrali smo OCT4 i Sox2. OCT4 je biljeg embriogeneze u 
čovjeka (45), ali i matičnih stanica odraslog čovjeka (46). Sox2 gen je neophodan za 
regulaciju pluripotencije i samoobnavljanja embrionalnih matičnih stanica u čovjeka 
(47). OCT4 i Sox2 formiraju heterodimer i vežu DNA te njihov relativni odnos 
koncentracija ima ključan utjecaj na usmjerenje ESC prema samoobnavljanju ili 
diferencijaciji (48,49).          
 Geni matičnosti OCT4 i Sox2 pokazuju slab intenzitet bojenja u normoksiji, a 
bojenje u hipoksiji je negativno. Analiza rezultata iz literature pokazuje veliku 
raznolikost definiranja razina kisika koja se smatra hipoksijom. Ipak sve više je 
prihvaćeno mišljenje kako za matične stnaice treba koristiti koncentracije niže od 2%, 
budući da matične stanice prirodno rastu na nižim koncentracijama kisika. Što se tiče 
OCT4 za kojega smo u ovome radu pokazali da hipoksija smanjuje njegov izražaj, 
slično su opisali H. Ren i suradnici. Oni su pokazali da hipoksija ubrzava proliferaciju 
i diferencijaciju MSC, što dovodi do zaustavljanja transkripcije OCT4 (50). 
 Pocijepana kaspaza 3 (CCasp3) u normoksiji pozitivna je u jezgri stanica, a u 
hipoksiji lokalizacija je ista i intenzitet bojenja je podjednak. Kaspaza 3 je cistein 
proteaza i igra kritičnu ulogu u regulaciji programirane stanične smrti (apoptoza) (44). 
Kaspaza 3 osim apoptoze ima značajnu ulogu u diferencijaciji ESC cijepanjem 
transkripcijskog faktora nanog (51). Gorup i sur. pokazali su kolokalizaciju GAP43 
ključnog faktora za izrastanje novih aksona te kaspaze 3 nakon indukcije moždanog 
udara u miševa (52). Wang i suradnici pokazuju da nedostatak bFGF u kulturi 
pluripotentnih stanica izaziva njihovo odvajanje od ECM. Odvajanje ovih stanica od 
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ECM rezultira: 1. kaspazom 3 induciranu programiranu staničnu smrt anoikis u tim 
stanicama, 2. kaspazom 3 pocijepan nanog što stimulira diferencijaciju ovih stanica 
(53). Mi nismo vidjeli razliku u ekspresiji pocijepane kaspaze 3 što može biti odražaj 
nedostatka bFGF i ECM u naših kultura.      
 Nestin u normoksiji pokazuje pozitivitet u jezgri i citoplazmi dok se prilikom 
hipoksije lokalizira većinom u jezgri. Nestin je intermedijarni filament koji se 
eksprimira u progenitorskim stanicama središnjeg živčanog sustava i mišićnog tkiva, 
no njegova ekspresija isčezava prilikom diferencijacije stanica (56,57). Ekspresija 
nestina u odraslih ljudi povećana je u patološkim stanjima kao što su glijalni ožiljak 
kod ozljede SŽS, regeneracija oštećenog mišića i neuroepitelni tumori (58–60). 
Prilikom oksidativnog oštećenja stanica neuralnih progenitora dolazi do povećanja 
ekspresije nestina. Ovo povećanje ekspresije izrazito je povezano sa citoprotektivnim 
učinkom (61). Kako su stanice iz ovog eksperimenta uzgajane u atmosferskom 
kisiku, vrlo je moguće da su stanice bile izložene oksidativnom stresu. Povećana 
ekspresija nestina djeluje kao protektivni faktor i protuteža aktivaciji apoptoze kao što 
je pokazano pocijepanom kaspazom 3. Stromalne stanice ljudske oralne sluznice 
dvostruko poztitivne na nestin i CD44 marker nalaze se uglavnom unutar vezivnih 
papila ispod lamine proprie oralne sluznice (62). Pozitivni nestin ukazuje na 
fibroblastno podrijetlo ovih stanica. Mi smo u našem radu pokazali da je nestin 
pozitivan u jezgri, Zhang i suradnici pokazali su da pozitivan nestin u jezgri sudjeluje 
u zaštiti tumorskih stanica od staničnog starenja (63).     
 Jedan od razloga zašto smo u počeku, u normoksiji imali slabiji signal biljega 
matičnosti OCT4 i SOX2 bi mogao biti da se ovim postupkom u našem uzorku nalaze 
stanice koje nisu matične. Ipak, kada bi to bio slučaj, vjerojatno bi vidjeli stanice s 
velikom razlikom u izražaju ovih gena u istom uzorku. U budućnosti možemo 
razmisliti kako dodatno unaprijediti ovaj protokol: Danas postoje razne metode za 
izolaciju matičnih stanica, a potencijalno najjednostavnija od njih bazirana je na 
veličini stanice. Keratinociti veličine između 11 i 20 μm pokazuju najveću sposbnost 
dijeljenja, dok stanice veće od 20 μm više nemaju sposbnost dijeljenja i terminalno su 
diferencirane (54). Kako je metoda biranja stanica pod mikroskopom s naknadnim 
nasađivanjem u praksi vrlo zahtjevna i neprihvatljiva, proizvedeni su posebni 
najlonski filteri. Pomoću filtera od najlonske mreže (pore od 20 i 11μm) izdvojen je 
veliki broj progenitora keratinocita. Stanice koje su prošla oba filtera odnosno 
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nezarobljene stanice pokazuju veću vijabilnost i pozitivitet na biljege a6 integrin i 
CD71(55). Ovo saznanje otvorilo je put prema razvoju tehnologije bazirane na 
magnetskim mikročesticama vezanim na protutijela (16). Razvijena je i metoda 
bazirana na differencijalnoj adherenciji na fibronektin čime se izdvajaju matične 
stanice (5).           
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7. ZAKLJUČCI 
1. Postupak koji smo primijenili u ovom radu je doveo do uspješne izolacije matičnih 
stanica oralne sluznice. 
2. Stanice izolirane iz tkiva lamine proprije oralne sluznice pokazuju slab intenzitet 
signala na biljege matičnosti OCT4 i SOX2, te na nestin i kaspazu 3. 
3. U usporedbi s normoksijskim uvjetima, hipoksični uvjeti uz deprivaciju glukoze 
smanjuju intenzitet signala Oct4 i Sox2, a signal nestina postaje primarno nuklearan. 
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